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（論文審査の要旨） 
学位申請論文「Effects of Anti-RANKL Antibody and Zoledronate on the Growth and Tooth Development 
of Young Mice」について、上記の主査 1 名、副査 2名が個別に審査を行った。 
 
骨吸収抑制薬は小児の骨関連疾患治療にも用いられているが、それが成長にいかなる影響を及ぼすかは不
明である。本研究では、2種類の骨吸収抑制薬、抗 RANKL抗体製剤およびビスホスホネート製剤を用いて、
若齢マウスの成長、骨および歯に及ぼす影響を解明することを目的とした。抗マウス RANKL抗体およびゾレ
ドロネートを用いた。これらの薬を生後 1 週目に単回投与のみ、もしくは生後 1週目から週 1回ずつ計 7回
皮下投与し、毎週体長・体重を計測した。8週目に頭蓋骨・大腿骨・脛骨を採取しμCTで骨形態計測を行う
とともに、組織標本を作製して骨芽細胞と破骨細胞の解析を行った。各薬物の投与量（抗マウス RANKL 抗体：
2.5 mg/kg、ゾレドロネート：0.1 mg/kg または 3.0 mg/kg）はヒト投与量および過去の文献を参考に設定し、
対照群には生理食塩水またはラット IgGを用いた。抗 RANKL 抗体投与群では対照群と比較し、単回および 7
回投与群で体長や体重、大腿骨長に有意な差は認められなかったが骨量は有意に増加した。一方、ゾレドロ
ネート投与群（3.0mg/kg）では単回・7回投与のいずれも著しい体長と体重、大腿骨長の抑制と骨量増加を
認めた。この時、抗 RANKL抗体投与群では脛骨の破骨細胞数が減少したのに対し、ゾレドロネート投与群で
は変化は認められなかった。また、これらのマウスの歯を解析したところ、抗 RANKL 抗体投与群では正常な
歯の萌出を認めたが、下顎臼歯部歯槽骨において破骨細胞数が著しく減少していた。一方、ゾレドロネート
投与群では、臼歯の歯根伸長が抑制され萌出不全を生じていた。歯槽骨における骨芽細胞数の顕著な減少と
破骨細胞数の有意な増加を認めた。抗 RANK 抗体はマウスの成長発育に異常を示さなかったが、ゾレドロネ
ートは成長および臼歯部の歯根伸長を抑制した。以上より、抗 RANKL抗体はゾレドロネートよりも小児への
安全性が高いと推察され、この薬剤が小児の成長や歯の発育に及ぼす影響について、今後さらなる解析が必
要といえる。 
 
本論文の審査において、副査の上條委員および桑田委員から多くの質問があり、その一部とそれらに対する
回答を以下に示す。 
 
上條委員の質問とそれらに対する回答： 
1.ゾレドロン酸がメバロン酸経路を阻害するとイソペンテニルピロリン酸が蓄積しγδT細胞の活性化が誘
導されることが知られている。γδT細胞の活性化が全身の成長もしくは内軟骨性骨化に及ぼす影響は何か。 
IL-23は T細胞を介して間接的に破骨細胞形成を阻害し、成長板下に形成される未成熟骨の再吸収を制限す
ることによって長骨におけるより高い骨量を支持している。また、ゾレドロン酸が活性化して誘導されるγ
δT細胞は IL-23による破骨細胞形成を阻害するという報告がされている。そのため、ゾレドロン酸を投与
しγδT 細胞を誘導することによって成長板下に形成される未成熟骨の再吸収を制御していると考えられ
る。 
 2.ゾレドロン酸の骨芽細胞に対する作用は、ゾレドロン酸の直接的作用と考えるか。あるいはゾレドロン酸
全身投与による間接的作用と考えるか（例えば、ゾレドロン酸全身投与は、骨芽細胞分化に影響を及ぼすシ
トカインのレベルを変化させていないか）。 
In vitro 実験において、ゾレドロン酸をヒト骨芽細胞に投与すると、ALP 活性、Alizarin Red 染色の強
度、骨形成マーカーの mRNA およびタンパク質レベルを有意に低下させたという報告があり、ゾレドロン酸
は骨芽細胞分化および石灰化を阻害したと推察される。このことから骨芽細胞分化抑制はゾレドロン酸の直
接的作用であると考えられる。 
 
桑田委員の質問とそれらに対する回答： 
1.ゾレドロネート投与実験において他の臓器への影響について述べよ。 
RANKL ノックアウトマウスや RANKノックアウトマウスの表現型として脾臓肥大が挙げられる。そのため、
本研究において 8 週目に 7 回投与群および 1 回投与群における脾臓を摘出し大きさを解析したところ、抗
RANKL抗体投与およびゾレドロネート投与をしたマウスは生理食塩水を投与したマウスと比較して変化はな
かった。また、抗 RANKL抗体およびゾレドロネートの重大な副作用として低カルシウム血症が挙げられる。
本研究おいて 8 週目に 7回投与群および 1 回投与群における血液を採血し解析を行おうとした。ゾレドロネ
ート投与群は個体が小さかったため、また採血する前にショック症状が出てしまい心停止しまったため、十
分な量の血液を採血することができなかった。これらの項目は、今後研究課題として検討していきたい。 
 
2.ゾレドロネートを投与することによって免疫学的な影響はみられるのか述べよ。 
ゾレドロネートを投与すると T 細胞の 1 種である Treg 細胞（制御性 T 細胞）を抑制し、炎症性ヘルパー
Ｔ細胞である Th17 細胞が産生する IL-17 を活性化し顎骨壊死様疾患を引き起こすことが報告されている。
ゾレドロネートの重大な副作用に顎骨壊死があげられる。また近年、ゾレドロネートが癌細胞に直接作用し
て抗腫瘍作用を示しγδT細胞に作用してその増殖や活性化を促すことが明らかになった。そのため、上記
に記載したように十分な量の血液を採血できるようになったのち解析して検討していきたい。 
 
 両副査は、上記を含めた質問に対する回答が、いずれも満足のいくものであることを確認した。 
 
主査 真鍋委員の質問とそれらに対する回答： 
1.ステロイド性骨粗鬆症はどのようなステロイドで起こりやすいのか。 
服用ステロイド薬の一つであるブレドニンの添付文書には、重大な副作用として骨粗鬆症が挙げられてい
る。ブレドニンを小児のリウマチ患者に投与した際に骨粗鬆症になった症例など多数報告されている。一方、
喘息の治療に使用される吸入ステロイド薬やアトピーなどに使用される外用ステロイド薬では高用量の長
期投与でなければ問題ないとされている。 
 
2.骨形成不全症の症状である象牙質形成不全症の組織学的特徴について述べよ。 
過去の文献より、象牙質リン蛋白質は正常乳歯の髄周象牙質に広く分布しているが、象牙質形成不全症の象牙
質では欠乏している。さらに、象牙質形成不全症の象牙質外層部にオウエンの外形線やトームスの顆粒層とは異
なるが形成障害部と思われる線条または顆粒層が存在する。これらのことから、象牙質形成不全症ではエナメル
上皮細胞により誘導された象牙芽細胞の寿命が著しく短縮され、これらの細胞が死滅した後に歯髄由来の未熟な
細胞が象牙質を形成するものと考えられる。 
 
 主査の真鍋委員は、両副査の質問に対する回答の妥当性を確認するとともに、本論文の主張をさらに確認
するために上記の質問をしたところ、明確かつ適切な回答が得られた。 
以上の審査結果から、本論文を博士(歯学)の学位授与に値するものと判断した。 
（主査が記載） 
